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摘    要：对脱除多糖的桑葚干燥粉末先用N,N—二甲基甲酰胺提取鞣酸，再用石油醚和正丁酸
甲酯萃取 3次后获得鞣酸粗品。鞣酸粗品经酸沉、醇沉和重结晶 3种方法纯化，采用单因素试
验与正交试验优选鞣酸提取工艺和纯化工艺。结果发现：最佳提取工艺条件为 N,N-二甲基甲
酰胺与川桑葚质量比 12∶ 1、石油醚与正丁酸甲酯体积比 3∶ 1、提取温度 40 ℃、提取时间 8 h；
最佳纯化工艺条件为酸沉时间 16 h、醇沉时间 4 h、重结晶温度 50 ℃。
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Abstract: After removing polysaccharide from mulberry, tannic acid was extracted in the mulberry 
powder through N’N-dimethyl-formamide(DMF).Then raw tannic acid was obtained after 
extracting in mineral ether(ME) and methyl butyrate(MB) 3 times. Tannic acid was purified by 
acid precipitation, alcohol precipitation and recrystallization, Single factor test and orthogonal 
experiment were used to fi nd the best factor for extraction and purifi cation, the results showed that 
the optimum extraction conditions were as follows: weight ratio of DMF to Sichuan mulberry was 
12 ∶ 1, volume ratio of ME to MB was 3 ∶ 1, temperature was 40℃ , and time was 8 h. The 
best purifi cation conditions were as follows: time for acid precipitation was 16 h, time for alcohol 
precipitation was 4 h, the temperature for recrystallization was 50 ℃ .
Key words:  Sichuan mulberry; tannic acid; extraction and purifi cation technology
中图分类号：TS201.1                文献标识码：A              文章编号：1008-9578（2018）05-0092-05
?????2017-08-28
?????杨凤琼（1968—），女，教授，研究方向为食品药品研发及教育管理。 
?????李梅丽（1968—）女，厦门大学第一附属医学院药学部主任药师，学士学位，研究方向为食品药品研发。
桑葚，又称乌椹、桑果、桑枣等，是桑树的成
熟果实，属于桑科落叶乔木 [1]。川桑葚主要生长在
温暖湿润的四川盆地、贵州等地，不耐旱，但对土
壤的适应性很强。《本草纲目》等多本中医药典中
对桑葚的药用功效均有记载，桑葚的主要功效有滋
阴养血、补气益肾、生津止渴等 [2]，可用于治疗缺
血导致的头晕眼花、头发花白、消渴口干等，还
可以提升人体免疫力、防止血管硬化、降低血脂、
改善皮肤光泽和心悸失眠等 [3-4]。迄今为止，桑葚
中已被分离出来确认的物质超过了 150 种，其中被
人们关注和应用的主要有白藜芦醇、花色苷类化合
物、鞣酸、多糖、黄酮类化合物等 [5-6]，这些成分
的药用和保健功能早已被市场所认可。
鞣酸又称单宁酸，是由五倍子中提取出的一种
鞣质，属于多元酚类衍生物，一般为淡黄色或无色
的粉末，易溶于甘油，可溶于水和乙醇，不溶于乙
醚和氯仿 [7]。在医学上，鞣酸具有止血、抗过敏的
功效，可制成软膏局部使用来治疗烫伤、溃疡、湿
疹、痔疮等，还可以抑制蛇毒蛋白的活性，中和蛇
毒的毒性 [8]。在饮料方面，鞣酸可用作食品抗氧化
剂，与维生素、氨基酸混合后使用，主要特点是水
溶性好，易于与蛋白质共沉淀，从而提升饮料的保
质期 [9]。
本文先以 N,N- 二甲基甲酰胺 (DMF) 对处理
过的川桑葚中的鞣酸进行粗提取，用石油醚和正
丁酸甲酯复配的提取剂萃取浓缩粗提取液，经过
酸沉、醇沉、重结晶法提纯鞣酸。对提取及纯化
工艺中主要影响因素进行正交试验分析，并对结
果进行讨论和总结，旨在优化出一套完整提取鞣
酸的工艺流程。
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1   材料与方法
1.1   材料与试剂
川桑葚 : 四川国友果业有限公司。
无水乙醇、高氯酸、DMF、正癸醇：分析纯；
盐酸、石油醚：工业纯；正丁酸甲酯：优级纯。
1.2   仪器与设备
XS204 分析天平：梅特勒 - 托利多国际有限公
司；JM-LMJ 连续灭酶机：温州市龙湾集美机械厂；
XZ-6G 低速大容量离心机：长沙湘智离心机仪器
有限公司；循环水真空泵：郑州英峪领科仪器设备
有限公司；R1020 旋转蒸发仪：郑州长城科工贸有
限公司；Astacus 超纯水仪：德国曼默博尔北京分
公司；LC-10T 高效液相色谱仪：赛智科技（杭州）
有限公司。
1.3   试验与方法
1.3.1   桑葚中多糖的脱除
称取去皮的桑葚粉末 2 g 于锥形瓶中，按料液
比 1 ∶ 5 (g/mL) 用乙醇脱色和去除小分子糖，60 ℃
水浴回流过滤，烘干乙醇后备用）。称量适量样品，
迅速升温至 140 ℃灭酶 20 min，之后离心分离去
除滤液，将处理好的样品放置于 5 ℃冰箱中静置过
夜。抽滤样品后干燥至无水分备用 [10-11]。
1.3.2   鞣酸的粗提取
称取 0.1g 去多糖的桑葚粉末于 200 mL 锥形瓶
中，首先用 1% 的 HCl 去除所含金属离子，用蒸馏
水冲洗 3 次后，用 DMF 在磁力搅拌条件下初次提
取鞣酸 8 h，过滤得清液后用不同体积比的石油醚、
正丁酸甲酯混合溶剂分 3 次萃取 DMF 清液，最后
用旋转蒸发仪减压浓缩鞣酸，冷却至室温后得到浓
缩的鞣酸粗提液。
1.3.3   鞣酸的提纯工艺
鞣酸的提纯工艺流程如下：
鞣酸粗品→醇沉→酸沉→重结晶→鞣酸纯品
醇沉工艺：取鞣酸粗品 2 mL 于 5 mL 离心管
中，加入少量的正癸醇，边加入正癸醇边摇动离
心管，当正癸醇溶液颜色不再加深时停止摇动离
心管，并将其置于冰箱中进行充分醇沉。
酸沉工艺：将上述醇沉液置于 100 mL 塑料杯
中，缓慢滴加高氯酸（HClO4），边滴加边摇晃塑
料杯，待溶液不再有气泡产生，黏稠度明显下降，
颜色变为淡黄棕色时停止滴加。之后于通风处静置
6 h，放入冰箱中静置酸沉。
重结晶工艺：将上述酸沉液置于烧杯中，加入
适量去离子水，在 80 ℃条件下进行重结晶。反复
进行 3 次重结晶操作。最后将重结晶的晶粒溶解于
一定量的超纯水中制得鞣酸纯品。
1.3.4   鞣酸含量的测定方法
1.3.4.1   高效液相色谱的测定条件
用 HPLC 测定鞣酸含量。固定相为 Kromasil C18
柱（4.6 mm×250 mm，5  μm）、流动相为乙
腈∶ 3% 磷酸溶液∶无水乙醇 =70 ∶ 10 ∶ 20（体
积比）、检测波长为 280 nm、灵敏度 0.005AUFS；
柱温 30 ℃、流速 1.0 mL/min、进样量 10 μL[12]。
1.3.4.2   标准曲线的绘制
精密称取鞣酸对照品约 2 mg，置于 25 mL
量瓶中，加乙腈至刻度线，摇匀，即得对照品溶
液（80 mg/L）。分别取该对照品溶液 1、2、3、4、
5、6 mL 并稀释至 25 mL，确定高效液相色谱
进样量均为 10 μL 进行测定，以对照品质量浓
度为横坐标，峰面积为纵坐标，绘制标准曲线，
拟合回归方程。
1.3.4.3   鞣酸含量的测定
用孔径 0.45 μm 微孔滤膜过滤提取的鞣酸纯品，
精密吸取 10 μL 注入 HPLC，测得峰面积，代入回
归方程计算其含量。
1.3.5   鞣酸提取及纯化工艺的影响因素试验
1.3.5.1   提取鞣酸的影响因素试验
在各单因素试验的基础上，以粗提取液中鞣酸
含量为考察指标，设计 4 因素 3 水平 L9(34) 正交试
验，各因素水平见表 1。
  表 1   提取工艺因素水平表
1.3.5.2   鞣酸纯化工艺的影响因素试验
在各单因素试验结果的基础上，以鞣酸纯品中
的鞣酸含量为考察指标，对醇沉时间、酸沉时间、
重结晶温度这 3 个因素设计 3 因素 3 水平 L9(33) 正
交试验，各因素水平见表 2。
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表 2    影响因素试验水平表
2   结果与讨论
2.1   提取鞣酸的工艺研究
2.1.1   单因素影响试验
2.1.1.1   DMF与桑葚质量比对鞣酸含量的影响
称 取 桑 葚 粉 末 0.1 g， 固 定 其 他 条 件 不 变，
分别以 DMF 与桑葚粉末质量比 3 ∶ 1、6 ∶ 1、
10 ∶ 1、12 ∶ 1、20 ∶ 1 进行试验，粗提取后溶
液定容至 50mL 容量瓶，用 HPLC 测得的鞣酸含量
如表 3 所示。
表 3   DMF与桑葚质量比对鞣酸含量的影响
从表 3 可以看出，DMF 的用量成倍增加时，
提取液中的鞣酸含量迅速上升，12 倍量与 20 倍量
DMF 对鞣酸的提取效果相近，且 10 倍量 DMF 之
后的提取鞣酸含量上升速度明显趋于平缓。因此，
选择 DMF 与桑葚质量比为 12 ∶ 1。
2.1.1.2   萃取剂对提取鞣酸含量的影响
石油醚与正丁酸甲酯的复配溶剂是为了从粗提
取液中尽可能多地将鞣酸转移出来的同时，对粗提
取液中存在的黄酮类化合物起到抑制和过滤的作
用。固定其他条件不变，分别以石油醚与正丁酸甲
酯体积比 2 ∶ 1、3 ∶ 1、4 ∶ 1、5 ∶ 1、6 ∶ 1 进
行试验，结果如表 4 所示。
表 4   萃取剂对提取鞣酸含量的影响
从表 4 结果可知：当石油醚与正丁酸甲酯复配
体积比为 2 ∶ 1 ～ 3 ∶ 1 时；鞣酸含量的增大速率
较快，当复配体积比为 3 ∶ 1 ～ 6 ∶ 1 时，鞣酸含
量继续增大。考虑到后续减压蒸除萃取剂的时间和
效果，且适当延长萃取过程的相转移时间也可以将
鞣酸含量进一步提高，因此选择石油醚与正丁酸甲
酯复配体积比为 3 ∶ 1。
2.1.1.3   提取温度和时间对鞣酸含量的影响
提取温度和时间是鞣酸提取工艺中较为重要
的 2 个因素。固定上述其他提取工艺条件不变，
分 别 对 提 取 温 度（20、30、40、50、60 ℃），
提取时间（4、6、8、10、12 h）对鞣酸含量的影响，
结果如表 5 所示。
表 5    提取温度和时间对鞣酸含量的影响
从表 5 可以得出，随着提取温度和提取时间的
增加，鞣酸含量也随之上升。综合考虑温度升高会
增大有机溶剂的挥发以及试验效率 2 个方面，选择
提取温度 40℃、提取时间 8 h 作为提取的最佳工艺
条件。
2.1.2   正交试验的方差分析
鞣酸提取工艺的正交试验结果见表 6，方差分
析结果见表 7。
表 6    影响因素试验及结果
表 7    提取工艺正交试验的方差分析结果
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由表 6 可以看出，影响因素顺序为 C ＞ A ＞
B ＞ D，由表 7 可见，因素 C（提取温度）质量比
各水平之间有显著差异（P ＜ 0.01），因素A（DMF
与桑葚的倍量关系）各水平之间有差异（P ＜ 0.05），
因素D（提取时间）各水平间无显著差异（P ＞ 0.05）。
综合直观分析与方差分析相结合，确定鞣酸最佳提
取工艺为 A1B2C3D2，即以 12 倍桑葚粉末的 DMF
粗提取鞣酸，提取温度 40℃，提取时间 8 h，之后
以石油醚与正丁酸甲酯体积比 3 ∶ 1 的复配溶剂萃
取粗提取液。
2.1.3   验证试验
为了验证上述鞣酸最佳提取工艺的稳定性和可
靠性，在最佳提取工艺的条件下进行 3 次平行试验，
结果表示该优化工艺稳定，试验效果理想，具体试
验结果见表 8。
表 8    提取工艺验证试验结果
2.2   鞣酸的液相色谱分析
?
?
?
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????????
  （a） 
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（b）
图 10   鞣酸粗提取液和鞣酸纯品液相色谱图
图 10(a) 为粗提取液的鞣酸液相色谱图，图
10(b) 为鞣酸纯品的液相色谱图。在鞣酸的提取工
艺中，即使经过了乙醇的脱色、去除小分子糖、灭
酶、HCl 去除金属离子和石油醚 - 丁酸甲酯复配溶
剂的萃取等这些除杂和相转移过程，粗提取液中
仍然存在除鞣酸以外的其他组分，推测为维生素、
白藜芦醇、油酸等。经过三步纯化工艺（醇沉→
酸沉→重结晶）处理 , 醇沉工艺和酸沉工艺以相似
相溶的原理分别对白藜芦醇进行沉淀 / 油酸进行有
机相分层过滤，重结晶则由于沸点的不同对维生
素进行了脱去。液相色谱测定分析可以很明显地
看出杂质变少了，鞣酸的纯度已经提升至 85% 以
上，达到了鞣酸纯品的要求，证明提纯工艺过程
是行之有效的。以对照品质量浓度为横坐标，峰
面积为纵坐标，拟合成线性曲线，其回归方程为
A =1.103×104ρ+1.9236×103（r =0.995，n =6），
线性范围为 10~100 mg/L。
2.3  鞣酸纯化工艺研究
2.3.1   醇沉、酸沉、重结晶的工艺
取鞣酸粗提取液 2 mL，固定酸沉、重结晶条
件不变，考察醇沉时间单因素对鞣酸纯品含量的影
响。以此类推，考察酸沉时间和重结晶温度对鞣酸
纯品含量的影响，具体纯化工艺影响鞣酸含量的试
验结果见表 9 所示。
表 9   纯化工艺影响的试验结果
从表 9 可以看出，醇沉时间的延长对纯化鞣
酸十分有益，酸沉时间对于增大鞣酸含量的效
果并不显著。考虑适当的缩短试验时间对纯化
鞣酸的影响不大，选择醇沉时间为 16 h，酸沉
时间为 4 h。
重结晶温度对于鞣酸含量的影响与前两者明显
不同，重结晶温度升高，鞣酸含量先缓慢增大后减
小。这是因为鞣酸的活性受温度影响很大，较高的
温度会使鞣酸失活甚至结构上发生变化，所以升高
温度到某一阶段时鞣酸含量就会呈现不升反降的现
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象。因此，从单因素试验结果来看，选择重结晶
温度为 50 ℃最佳。
2.3.2   鞣酸纯化工艺正交试验的方差分析
表 10 影响因素试验及结果
表 11   方差分析结果
从表 10 可以看出，影响纯化效果的因素顺序
为：C ＞A ＞B。由表 11 可知，因素 A（醇沉时间）
各水平之间有显著差异（P ＜ 0.01），因素 B（酸
沉时间）各水平之间有差异（P ＞ 0.01），因素 C（重
结晶温度）各水平之间无显著差异（P ＞ 0.05）。
综合直观分析、方差分析、适当缩短试验时间三者
考虑，确定最佳优化工艺 A1B1C1，即醇沉时间为
16 h，酸沉时间为 4 h，重结晶温度为 50 ℃。
2.3.3  验证试验
为了验证上述鞣酸最佳纯化工艺的稳定性可靠
性，在最佳纯化工艺条件下进行 3 次平行试验，结
果显示该工艺试验效果良好，有一定的稳定性，具
体试验结果见表 12。
表 12   纯化工艺验证试验结果
3   结论
本 文 以 桑 葚 脱 除 多 糖 → HCl 去 除 金 属 离 子
→ DMF 初提取→石油醚与正丁酸甲酯复配萃取→
减压蒸馏为提取工艺，以醇沉→酸沉→重结晶为
纯化工艺，对桑葚中的鞣酸进行提取纯化工艺的
研究。探讨提取和纯化工艺过程中的单因素影响，
并设计正交试验考察最佳的工艺条件。川桑葚中
鞣酸的最佳提取工艺条件为 DMF 与川桑葚质量比
12 ∶ 1、石油醚与正丁酸甲酯体积比 3 ∶ 1、提取
温度 40 ℃、提取时间 8 h；最佳纯化工艺条件为：
醇沉时间 16 h、酸沉时间 4 h、重结晶温度 50 ℃。
对鞣酸粗品和纯化样品采用高效液相色谱进行测
定，发现粗品中鞣酸含量低于 30%，而纯化品中
鞣酸含量超过了 85%，进一步证实了试验的提取
纯化工艺流程对鞣酸的提取效果好。
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